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XENOKAT – Biofilter für Xenobiotika 
in der Ressource Wasser 
Anett Werner · Ralf Hauser · Thomas Bley 
0 Einleitung  
Xenobiotika werden durch den Menschen in die Stoffkreisläufe der Natur 
eingebracht, sie sind dort ursprünglich nicht anzutreffen. Dazu zählen auch 
Medikamente, die der menschliche Körper in kurzer Zeit wieder ausscheidet 
ohne diese abzubauen. Die bestehenden Abwasserreinigungsanlagen sind 
derzeit nicht in der Lage diese Frachten vollständig zu eliminieren, sodass 
sie unweigerlich in die Umwelt gelangen und dort undefiniert Einfluss neh-
men. Xenobiotika können bereits in den großen Wasserreservoirs der Erde 
detektiert werden, die Prognose für die nächsten Jahre zeigt eine 30% 
Steigerung der Emissionen auf. In Deutschland gelangen z.B. jährlich 63 
Tonnen des Schmerzmittels Diclofenac in die Flüsse (Bundesumweltamt 
2014). Der Mensch hinterlässt regelrechte anthropogene Fußabdrücke, 
bestehend aus Schmerzmitteln, Antibiotika und Hormonen. Die problemati-
schen Emissionen einiger Xenobiotika treten anhand von Folgeerscheinun-
gen weltweit immer gravierender zutage (Bundesumweltamt 2014). So 
müssen das globale Artensterben (Geier in Indien), die Verweiblichung von 
Tierpopulationen in aquatischen Systemen und Krebserkrankungen mit 
partiell hohen Xenobiotika-Belastungen in der Umwelt in Zusammenhang 
gebracht werden. Die Entfernung von Xenobiotika insbesondere aus den 
Wasserkreisläufen stellt eine große ökonomische als auch ökologische 
Herausforderung zum Schutz der Lebensräume dar. 
In der Natur können vor allem holzzerstörende Pilze die aromatischen (ring-
förmigen) Verbindungen einiger Xenobiotika abbauen. Es sind die gekoppel-
ten Enzymsysteme aus Laccase und Peroxidase, die vom Pilze abgegeben 
werden, um Holz aufzuschließen. Gerade ligninabbauenden Pilze (Braunfäu-
le-Pilze) können aromatische Strukturen durch ihre Enzymsysteme zerset-
zen, der Pilz nutzt dann die Abbauprodukte als Nahrungsquelle. Es gibt ca. 
30.000 verschiedene Pilze (Basidiomyceten), viele von diesen haben das 
Potential zum Abbau von ringförmigen Verbindungen. Diese Pilze wachsen 
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nicht in aquatischen Systemen, ihre Enzymsysteme müssen für die techni-
sche Nutzung adaptiert werden. 
Hier setzt die interdisziplinäre Aufgabenstellung an, unter Federführung der 
Bioverfahrenstechnik wird in Zusammenarbeit mit Werkstoffwissenschaft-
lern und Wasserwirtschaftlern ein regenerierbares Filtersystem zum Abbau 
solcher Substanzen entwickelt. Auf dem Filtermaterial sollen die Enzyme 
der Pilze einzeln oder als Konsortium immobilisiert werden und den Abbau 
der Xenobiotika realisieren. 
Das Filterkernmaterial ist ein modifizierter metallischer zellularer Werkstoff 
mit immobilisierten Biokatalysatoren aus Pilzen. Das Filtersystem soll modu-
lar aufgebaut, mehrfach regenerierbar und austauschbar gestaltet werden. 
Es besteht aus einem optimal durchströmten Filtergehäuse und dem Filter 
bzw. Trägermaterial, es kann Xenobiotika insbesondere ringförmige (aroma-
tische) organische Substanzen durch enzymatische Biokatalyse entfernen. 
Herausgearbeitet werden sollen die gute und schnelle Regenerationsfähig-
keit der metallischen Träger (Fraunhofer IFAM) und eine lange Nutzungs-
dauer. Die optimale Arbeitsweise für die Betriebsführung ist noch zu ermit-
teln (kontinuierliches Wirbelbett oder Festbett). 
Die Entwicklungsschritte und Zielstellungen werden derzeit in mikrofluidi-
schen Systemen getestet. Die Projektidee steht noch ganz am Anfang, die 
biochemischen Grundlagen wurden erarbeitet. 
1 Grundlagen 
Herstellung der zellulären Werkstoffe 
Die offenzelligen metallischen Schäume und Hohlkugeln werden am Fraun-
hofer Institut IFAM Dresden entwickelt und hergestellt. Sie bestehen aus 
der Edelstahllegierung 316L, einer korrosionsbeständigen Chrom-Nickel-
Stahlsorte, die in der Medizin- und Lebensmitteltechnik sowie in der Bio-
technologie zugelassen ist. Die Produktion metallischer Hohlkugeln mit 
verschiedenen Kugeldurchmessern (2 - 8 mm) ist ebenfalls möglich. Auf-
grund ihrer geringen, einstellbaren Dichte und den damit verbundener 
Schwebeeigenschaften sind metallische Hohlkugeln besonders für den 
Einsatz in Rührreaktoren oder in der Wirbelschicht geeignet. Die Herstellung 
der Kugeln beruht auf einem vom Fraunhofer Institut entwickelten pulver-
metallurgischen Verfahren (siehe Abb. 1) 
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Abbildung 1:  Prozess der Herstellung von Hohlkugeln (Andersen 2000),  
Zuerst werden expandierte Styropor-Kugeln (Styrofoam) im Wirbelbett mit 
einer Metallpulversuspension beschichtet und getrocknet. In diesen Schritt 
verhindert der elastische Kern aus Styrofoam ein Verformen der Kugeln, 
dabei wird darauf geachtet, reine punktuelle Kontaktflächen zwischen den 
Kugeln zu vermeiden. Anschließend wird aus den so genannten „green 
spheres“ das Styropor und der Binder thermisch zersetzt (Entbinderung). 
Durch das anschließende Sintern der Kugeln entsteht eine dichte, metalli-
sche Kugelschale. Kugeldurchmesser, Schalendicke und Dichte der Kugeln 
sind einstellbar über die Prozessparameter (Andersen 2000). 
Die Beschichtung (Funktionalisierung) der Kugeln erfolgt mittels der Sol/Gel-
Technologie. Dabei werden die Kugeln in die entsprechenden Metallalkoxid-
sole getaucht oder mit ihnen besprüht, es folgt ein Gelierungs- und Trock-
nungsprozess in dem die Sole in Xerogele überführt werden. Im nachfol-
genden thermischen Prozess werden die Sol-Schichten in hochporöse, 
keramische Schichten umgewandelt. Porengröße, -form und -volumen sind 
durch die Wahl der Ausgangsparameter der Sol-Herstellung variierbar. Zu 
diesen Parametern gehören die Struktur und Konzentration der Metallalkoxi-
de, die Art der Lösungsmittel, die Wasser-Konzentration, die Konzentration 
und Art des Katalysators, der Einbau von Spacer-Molekülen, die Reaktions-
temperatur sowie das Sol-Alter (Göhler 2014). 
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Diese Beschichtungen bilden die Oberfläche für die Enzyme (Biokatalysato-
ren) zur Immobilisierung aus. Für eine Immobilisierung muss die Oberflä-
chenbeschichtung ausgehend von der Auswahl des Schichtmaterials entwi-
ckelt werden. Einflussgrößen hierbei sind die Schichtqualität, Schichtdicke 
und Haftfestigkeit sowie spezifische Oberfläche, Porengröße und Porenvo-
lumen der Beschichtung. Diese Eigenschaften werden maßgeblich durch 
Struktur und Eigenschaften des auf dem metallischen Träger gebildeten 
polymeren Gels bestimmt und können durch die Wahl der Ausgangstoffe, 
Reaktionsbedingungen, Einbau von Spacer-Molekülen und Füllstoffsyste-
men beeinflusst werden. Letztendlich bilden die freien funktionellen Grup-
pen der Beschichtung die Basis für die kovalenten oder ionischen Bindun-
gen. 
Auch offenzellige metallische Schäume können aus verschiedenen Metallen 
und mit unterschiedlicher Zellgröße (0,5–5 mm) hergestellt werden (Abb.2).  
 
Abbildung 2:  Varianten verschiedener zellularer Metallschäume 
Zellulare metallische Werkstoffe haben gegenüber keramischen und poly-
meren Materialien den Vorteil, dass sie eine höhere mechanischen Stabilität 
und Duktilität haben, stabiler sind gegenüber Stauchung und Sprödbruch. 
Keramische Werkstoffe hingegen sind thermisch stabiler für Regenerations-
prozesse.  
Metallische Hohlkugeln haben gegenüber vielen anderen Trägern den Vor-
teil, dass sie sehr leicht, kostengünstig, einfach herstellbar, temperatur- und 
pH-beständig und wiederverwendbar sind. So können die Kugeln nach ihrer 
Benutzung durch Erhitzen (200–300°C) regeneriert und neu beladen werden.  
Immobilisierung von Biokatalysatoren in der Biotechnologie 
Immobilisierung ist die Bezeichnung für die räumliche Fixierung von Mikro-
organismen, Zellbestandteilen, Enzymen und anderen biofunktionellen 
Reagenzien auf Oberflächen und in Reaktionsräumen.  
Die Immobilisierung hat sehr viele Vorteile, sie ist beispielsweise Vorausset-
zung für die Wiederverwendung der Enzyme und ermöglicht erst die konti-
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nuierliche Messung in online oder invivo Systemen. Biokatalysatoren aber 
auch Mikroorganismen werden durch die Immobilisisierung im Reaktions-
räumen fixiert und gegen Fremdeinflüsse stabilisiert. Biokatalysatoraktivität, 
Stabilität, Wiederverwendbarkeit, Regenerationsfähigkeit sind die wesentli-
chen Kriterien für die Bewertung der Güte der Immobilisierung.  
Die gezielte Kombination aus Trägermaterial und Biokatalysator bietet weite-
re Vorteile. So sind metallische und keramische Werkstoffe gut abtrennbar, 
mechanisch sehr stabil und mit verschiedenen Bindungseigenschaften 
produzierbar. 
Die Herausforderung besteht darin, die Biomoleküle in ihrer aktiven Form 
stabil zu immobilisieren – direkt auf der funktionalisierten Oberfläche oder 
hinter weiteren Beschichtungen – sowie die geeignete Trägerform für die 
Anwendung zu identifizieren (Metallschaum oder Hohlkugel). 
Biokatalyse mit Laccasen  
Laccasen sind vielfältig einsetzbare Biokatalysatoren für die Oxidations- und 
Reduktionsprozesse, sie oxidieren bevorzugt aromatische phenolische 
Verbindungen. Sie erzeugen Radikale, die weitere Reaktionen durchlaufen. 
Aufgrund der milden Reaktionsbedingungen (Temperaturbereich 20-55°C, 
pH-Wert 3-8, in wässrigen Systemen) besitzen sie deutliche ökonomische 
und ökologische Vorteile gegenüber der chemischen Katalyse. Laccasen 
werden vom Mycel der Weißfäulepilze produziert und dienen dort dem 
Aufschluss des Lignins (polyphenolische, komplexe Verbindung) in Lignocel-
lulosen (Holz, Stroh etc). 
Es wurde untersucht, inwieweit die Enzyme für eine effiziente Nutzung an 
den Metallschäumen immobilisiert werden kann. Glutardialdehyd als univer-
selles Reagenz wurde dazu als bifunktionelles Reagenz in verschiedenen 
Konzentrationen eingesetzt. Dabei entsteht eine feste kovalente Verbindung 
zwischen Enzym und Träger. 
Mikrofluidische Systeme 
Die Erfahrungen der letzten Jahrzehnte zeigen, dass bei der Arbeit mit 
mikrofluidischen Systemen, im Gegensatz zu herkömmlichen Analysengerä-
ten, Arbeitszeit und die Menge an eingesetzten Reagenzien gespart werden 
kann. Bei der Vielzahl der Trägervarianten ist die Entscheidung naheliegend 
diese Techniken zu nutzen. Von entscheidendem Vorteil ist die Kopplung mit 
einer online Analytik, die bei Anwendung der Mikrofluidik verbunden mit 
einem hohen Durchsatz realisierbar wird. 
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2 Material und Methoden 
Laccase – die Oxidoreduktase 
Verwendet wurde Laccase aus dem Pilz Trametes hirsuta (Weißfäulepilz), er 
spaltet mit dem Enzym das Lignin im Holz auf. Die Produktion der Laccase 
erfolgte durch Fermentation von Trametes hirsuta in einem Labor-
Feststoffreaktor (Arbeitsvolumen10 l). Die Kultivierung erfolgte über 28 Tage 
auf 3,5 kg sterilisierten Kiefernhackschnitzeln bei einer Temperatur von 
28°C. Die extrazellulären Enzyme wurden regelmäßig ausgewaschen und 
gesammelten. Die Aufarbeitung erfolgte nach Siebung (0,5 mm) über meh-
rere Filtrationsschritte mittels Cross-Flow Filtration bei 0,2 m, 100 kDa und 
30 kDa Porengröße. Die Enzymlösungen beinhalteten die Fraktion zwischen 
100 kDa und 30 kDa mit einer Aktivität von ca. 80 U/ml. Sie wurden für die 
Immobilisierungsversuche bereitgestellt (Steudler 2015). 
Immobilisierung an die Trägermaterialien 
Zur Immobilisierung wurden metallische Hohlkugeln aus dem Edelstahl 
316L verwendet, die eine Beschichtung mit Bioglas, Titanoxid, Siliziumoxid, 
Aluminiumoxid und Zirkoniumoxid aufwiesen.  
Als Vernetzungsreagenz zur Immobilisierung wurde Glutardialdehyd (GDA) 
genutzt. Die bifunktionelle Reagenz reagiert kovalent mit den Aminogruppen 
der Proteine unter Ausbildung einer Schiffschen Base. Die Aktivierung der 
zellulären Werkstoffe erfolgte zweistufig in der Flüssigphase mit einer GDA 
Konzentrationen von 1 %. Die Enzyme wurden in verschiedenen Verdün-
nungsstufen zwischen 1:10 bis 1:30 eingesetzt. Als Reaktionsvermittler 
wurde zusätzlich Isopropanol verwendet. 
Mikrofluidisches System 
Zur Erprobung der metallischen Werkstoffe wurde ein Versuchsstand mit 
Mikrofluidik verwendet (siehe Abb. 3). Das System ist aufgebaut aus Sprit-
zenpumpe, einem Hand-Probenaufgabesystem (Fa.Knauer), der Mikrofluidik 
und der Durchflusszelle (Fa.Hellma, 100 l) für die Photometrie bzw. Fluores-
zenz-Spektroskopie.  
Zur Messung und Bewertung der Immobilisierung wird eine mikrofluidische 
Zelle verwendet. Die Mikrofluidik wurde vom Fraunhofer-Institut für Werk-
stoff- und Stahltechnik (IWS) Dresden gefertigt. Sie besteht aus Polycarbo-
nat und wird durch Mikrofräsen hergestellt. Um optische Untersuchungen in 
der Kammer zu ermöglichen wurde der untere Teil der Fluidik mit einem 
Objektträger aus Borsilikatglas verklebt. Die Mikrofluidik (Abb.4) ermöglicht 
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reproduzierbare Messungen an vier Kugeln mit genau einstellbaren Messpa-
rametern (Durchflussrate, Konzentration). Die 4 Kugeln wurden jeweils 5-
fach im System vermessen.  
 
Abbildung 3:  Mikrofluidik 
 
Abbildung 4:  Mikrofluidik zur Erprobung der Kugeln im kontinuierlichen System 
Der Nachweis der biokatalytischen Aktivität von Laccase wurde über die 
Reaktion von ABTS (2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure) reali-
siert. Dazu wurde der Redoxindikator ABTS in 0,1M Malonat-Puffer pH 5,0 
gelöst und die Reaktion photometrisch bei der Wellenlänge von 420 nm in 
der Durchflusszelle messtechnisch verfolgt. 
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3 Ergebnisse 
Zum Vergleich der verschiedenen Beschichtungen wurden alle vom Fraun-
hofer IFAM bereitgestellten Kugeln mit einem Durchmesser von 4,0 mm 
getestet (siehe Abb.5). Dabei wurden die Kugeln mit 1%iger GDA-Lösung 
aktiviert und anschließend mit einer 1:10 verdünnten Enzym-Stammlösung 
(LaccaseTrametes hirsuta) immobilisiert. Von jede Kugelbeschichtung wur-
den 3 Sätze mit je 4 Kugeln immobilisiert. Jeder Satz wurde mittels Mehr-
fachbestimmung fünf Mal mit den Redoxmediator ABTS getestet. Die 
maximal erreichbare Absorption galt als Maß für die Effizienz der Immobili-
sierung. Nach der Analyse wurde die Kammer geöffnet und der nächste 
Kugelsatz eingesetzt. Anschließend wurde das System mit Malonatpuffer 
gespült und für die nächste Messung vorbereitet. Die Kugeln wurden an-
schließend feucht bei 4°C gelagert, nachdem sie mit Wasser gespült wur-
den. Die Einzelmessung erfolgte über 2 Minuten. Es zeigte sich bei der 
zweiten Messung der gleichen Kugeln nach 4 Wochen Lagerung eine sehr 
zufriedenstellende Restaktivität (siehe Abb. 5).  
 
  
Abbildung 5:  Erreichbare Enzymaktivität bei verschiedenen Beschichtungen am 
Herstellungstag (schwarz) und nach 30 Tagen Lagerzeit (hellgrau)  
(n = 3 × 4 Kugeln mit je 5 Messungen) 
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Anhand der Ergebnisse ist zu erkennen, dass die Beschichtungen einen 
erheblichen Einfluss auf den Grad der Immobilisierung haben. So sind die 
Resultate bei den mit Bioglas, SiOx, TiOx und Al2O3 beschichteten Kugeln 
am besten. Weiterhin sind Unterschiede von verschiedenen Sätzen gleicher 
Kugelarten zu beobachten. Eine Erklärung dafür ist die fertigungsbedingte 
Toleranz in der Geometrie der Kugeln und der damit verbunden mikrofluidi-
schen Strömung. So gibt es Schwankungen im Durchmesser der Kugeln 
gleichen Typs. Bei der Immobilisierung wurde darauf geachtet, möglichst 
gleiche Kugeln auszuwählen. Die stärksten Abweichungen sind bei den 
Kugeln mit Bioglas-Beschichtung zu erkennen. Hier kommt außerdem die 
Unregelmäßigkeit der Oberfläche zum Tragen. Die zweiten Messungen 
zeigen, dass auch nach einen Monat Lagerungszeit eine gute enzymatische 
Aktivität messbar ist. Bei den TiOx-Kugeln wurde in der zweiten Messung 
höhere Aktivität als bei der ersten festgestellt Messung, der Effekt dafür 
wird derzeit untersucht. Um die Verluste abzuklären, werden derzeit Ionen-
Freisetzungsversuche geplant.  
 
Abbildung 6:  Einfluss der Enzymkonzentration (Verdünnungsraten)  
auf die Aktivierung der Träger  
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Setzt man unterschiedlich hohe Enzymkonzentrationen bei der Immobilisie-
rung ein, erhält man die besten Ergebnisse mit einer 1:10 verdünnten En-
zym-Stammlösung. Während sich die resultierenden Aktivitäten zwischen 
den 1:20 und 1:30 verdünnten Enzymlösung an den immobilisierten Kugeln 
kaum unterscheiden. Das gilt vor allem für die mit Bioglas und Titanoxid 
beschichteten Kugeln. Wegen des hohen Fremdproteingehaltes wurde 
jedoch auf Versuche mit noch höher konzentrierter Enzymlösung verzichtet. 
Unterschiede zwischen den einzelnen Kugelsätzen sind zu erkennen, zu-
rückzuführen auf die unterschiedliche Beschaffenheit der Hohlkugeln.  
Zur Abklärung der Zielstellung wurde die Laccase mit dem angestrebten 
Substrat Diclofenac bei 25°C getestet. Dazu wurde Diclofenac im Konzentra-
tionsbereich von 1 bis 100 mg/L in Wasser (pH 7,6) und Malonatpuffer (0,1 
M, pH 5,0) gelöst. Dies entspricht einer überaus hohen Konzentration (Ma-
ximalwerte 30 g/L (Herbst 2009)). Ziel war es jedoch die Wirkung der 
Laccase nachzuweisen ohne dabei schon Anreicherungsverfahren bei der 
Analytik anwenden zu müssen. Nach einer Stunde Einwirkung wurde die 
verbleibende Diclofenac-Konzentration über Chromatographie (HPLC-
Analyse (Fa. Knauer) ermittelt. 
 
Abbildung 7:  Abbau von Diclofenac in Wasser (pH 7,6) und Malonatpuffer (pH 5,0) nach einer 
Stunde Einwirkung der Laccase von Trametes hirsuta 
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Deutlich zu erkennen ist der Abbau des Diclofenac mit Laccase (siehe Abb. 
7) und wie erwartet fallen die Abbauraten in Wasser geringer aus als in 
Malonat-Puffer, denn Laccasen arbeiten bevorzugt im sauren pH-Wert 
Bereich. Zu beobachten ist aber auch ein gegenläufiges Ergebnis, geringe 
Konzentrationen der Substanz bauen sich in Wasser besser ab als in Malo-
nat-Puffer. Die Ergebnisse ermutigen weiter nach pilzlichen Laccasen zu 
suchen und solche zu isolieren, die im leicht basischen Bereich aktiv sind.  
In der weiteren Bearbeitung sind derzeit reaktionskinetische Untersuchun-
gen um Reaktionsgeschwindigkeiten, Kapazitätsberechnungen und Stabilitä-
ten der immobilisierten Enzyme zu ermitteln. Ziel ist es eine Maßstabsüber-
tragung zu realisieren. In Zusammenarbeit mit Wasserwirtschaftlern soll ein 
realisierbares Konzept erstellt werden, um Lösungen für die vierte Reini-
gungsstufe von Kläranlagen vorzubereiten. 
4 Zusammenfassung 
Zellulare metallische Werkstoffe mit keramischen Beschichtungen sind 
geeignet Enzyme unter Zuhilfenahme von einfachen Bindungsreagenzien 
wie Glutardialdehyd stabil zu immobilisieren. Getestet wurden metallische 
Hohlkugeln mit verschiedensten Beschichtungen, besonders stabil war die 
Bioglas- und Titanoxid-Beschichtung. Es konnte nachgewiesen werden, 
dass die Immobilisate im kontinuierlichen Betrieb für Analysen und Kataly-
sen über mehrere Tage reproduzierbar einsetzbar sind. Auch sind die Immo-
bilisate über 4 Wochen feucht lagerfähig. Entscheidend für die Verwendung 
der metallischen Werkstoffe sind die Konzentration der Biokatalysatoren, die 
Bindungsstellen am Trägermaterial und die Haltbarkeit. Es konnte anhand 
von Diclofenac der Nachweis erbracht werden, dass die Substanz durch 
Laccase abgebaut wird, die Reaktionsprodukte müssen jedoch noch auf ihre 
weitere Abbaubarkeit und Toxizität untersucht werden. Derzeit erfolgen 
Untersuchungen zum Recycling der zellularen metallischen Werkstoffe und 
die Erprobung keramischer Materialien in einem anderen geometrischen 
Format. Anstehende Aufgaben sind die Maßstabsübertragung und die 
weitere gerätetechnische Umsetzung. 
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